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研究成果の概要（和文）：酵素を架橋点とするゲル合成法を確立した。この際、酵素の触媒活性が減少する原因
が共有結合による導入であることを突き止め、環状分子の空洞を線状分子が貫通するロタキサンという超分子を
用いて、それを介して酵素をゲルの架橋点として導入することで、共有結合導入時よりも酵素の触媒活性を保っ
たまま導入することの出来る手法を確立した。この際、本研究のロタキサン形成の際の知見により、超分子硫黄
ポリマーや２本差ロタキサン形成を経由した環状高分子合成という申請者の研究を発展させるシーズも発見し
た。本研究にて得られた環状高分子合成というシーズを将来的にはバイオマテリアルに発展させる。

研究成果の概要（英文）：I established a gel synthesis method using the enzyme as a cross-linking 
point. In this process, I found that the catalytic activity of the enzyme decreased due to covalent 
bond introduction, thus we used a supramolecule called rotaxane, in which a linear molecule 
penetrates the cavity of a ring molecule, and introduced the enzyme through it as a cross-linking 
point of the gel, thereby maintaining the catalytic activity of the enzyme better than when covalent
 bond introduction is performed. The method was established to enable the use of the same 
technology. The findings of this study on rotaxane formation also led to the discovery of the seeds 
for the synthesis of supramolecular sulfur polymers and cyclic polymers via double-differential 
rotaxane formation, which will be developed by the applicant. The cyclic polymer and supramolecular 
polysulfide polymer synthesis obtained in this research will be developed into biomaterials in the 
future.

研究分野：超分子　高分子　酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
触媒は均一触媒と不均一触媒に大別される。それぞれの利点と欠点は均一触媒は高い触媒活性と分離が困難な
点、不均一触媒は分離が簡単な反面、低い触媒活性である。本研究では、ロタキサンを介した修飾法が固体支持
体へ修飾する際に、共有結合で直接修飾する従来の方法よりも触媒活性の減少を抑えて、活性を保ったまま就職
できることが分かった。工業利用には一般的に不均一触媒が使用されていることから、応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 酵素は特定の化学反応を常温常圧で極めて効率的・高選択的にそして有機溶媒フリーで行う
ことができる究極の分子触媒である。これは我々の身体が水で出来ており、体温が一定であるの
に加え、身体の中には数万種類の化合物が含まれており、これらの化合物間ででたらめに化学反
応が起こると生命を維持するのは困難であるため、特定の化合物に対して必要な反応のみを行
い、目的とする化合物に変える必要があったためである(基質特異性)。一方で汎用性という意味
では基質特異性には物足りなさを感じる。触媒として使用する際にはあらゆる化合物を触媒す
る方が望ましい。酵素の基質特異性を可能にしているのは酵素の活性部位の構造で、その構造を
変化させる方法としては遺伝子改変が一般的である(T. R. Ward et. al. Chem. Rev. 2018)。この方法
により活性部位の構造を自在にデザイン可能となったが、特殊な技術、そして手間と時間がかか
るため結局は汎用性に欠ける。そこで本研究では、最も簡便な刺激である力学的な圧力によって
酵素の構造を変化させる手法を提案する。酵素をゲルの架橋点として導入し、そのゲルに負荷を
かけることで架橋点である酵素に力が集中することで酵素の構造が変化し、基質特異性を変化
させることが出来ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 研究全体の構想は、まずゲルへの酵素の修飾法の確立にはじまり、修飾の際に酵素活性を損
なわない方法の開発、そして力学応答による酵素活性の変化を達成する。本助成期間においては、
酵素のゲルへの修飾と酵素活性を損なわないゲルへの修飾方法の確立に挑戦した。 
 
３．研究の方法 
 酵素を共有結合と非共有結合を介してゲルへ修飾し、その酵素活性を溶液中の酵素活性と
比較することで評価する。当研究室ではこれまでにゲルへの糖の修飾方法を確立しており、それ
を本研究へ応用した。アクリルアミド(AAm)と AAm基が修飾された西洋わさびペルオキシダー
ゼ(HRP monomer)を水中で共重合することで HRP 修飾ゲルを得た。異なる手法として、アクリ
ル酸 N-スクシンイミジルと AAm を共重合した後に、そのポリマー中のスクシンイミジル基と
HRP中のアミンを反応させることで、HRP修飾ゲルを作製する方法を試みた。得られた HRP修
飾ゲルは残存する未反応のモノマーなどを除くために大量の溶媒で洗浄した。 
 
４．研究成果 
 HRP monomer溶液(32 mg/mL)を AAm溶液(2 M)へ所定量添加し、そこへペルオキソ２硫酸ア
ンモニウムと N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミンを添加した後にモールドへ素早く注ぎ、
４ °Cにて１晩静置し、重合した。HRP monomer溶液 260 μL以上添加した際にゲル化が確認さ
れた。このゲルは２日間大量のバッファーで洗浄してもゲルのままであった。また、タンパク質
を編成させることで知られるメルカプトエタノールとドデシル硫酸ナトリウムを添加すると、
ゲルの膨潤が確認された。これは架橋点となっている HRP の構造がメルカプトエタノールとド
デシル硫酸ナトリウムの添加により折りたたみ構造から直鎖構造になったことにより架橋点間
距離が増大したため、膨潤したのだと考えられる。これらの結果から、HRP ゲルの合成が確認
された。 
 AAm と N-スクシンイミジルを共重合したポリマーを得た後に、そのポリマーと HRP を反応
させた。ポリマーの溶解度が最も高い条件において、反応物が逆さにしても落下しない状態にな
ったが、２日間洗浄操作を行うと、溶解した。この結果から、本手法においては HRP を架橋点
としたゲルを得ることは出来なかった。 
 これらの結果から、HRP monomerを用いて共重合する手法が HRPを架橋点とするゲルを作製
する方法として適していることが確認された。 

HRPゲルの触媒活性を調査した。HRPゲルは過酸化水素水存在下で HRPの基質の１つである
2,2'-アジノ-ビス(3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸)二アンモニウム塩の酸化反応を促進
した。この際、酸化反応の速度が溶液中よりも 1/10 に減少していた。このまま調査を行った際
の誤差が大きくなるため、触媒活性を保ったままゲルへ修飾する方法の開発が必要であること
が分かった。 
 
 目的達成のためには、酵素活性を低下させずに高分子を修飾する必要がある。そこで、申請者
はロタキサンという環状分子の空洞部を線状分子が貫通し、その末端を環状分子の空洞よりも
大きい分子でキャップした構造の超分子に着目した。この分子の特徴は線状分子と環状分子間
に共有結合が存在しないため、環状分子が線状分子を自由に運動できることである。ロタキサン
中の環状分子に酵素を修飾出来れば、酵素活性を保ったまま人工高分子を修飾できると考えた。 
 グルコース７つが連結した環状分子である β-シクロデキストリン(βCD)に重合基を修飾した
(AAmβCD)。AAmβCD とアゼライン酸を水中で混合して擬ロタキサンを形成させた後に、水系
縮合剤である 4-(4,6-ジメトキシ-1,3,5-トリアジン-2-イル)-4-メチルモルホリニウムクロリドとプ
ロパルギル基を修飾した Z-チロシンを添加して室温で撹拌することでロタキサンを得た。得ら
れたロタキサンのビニル基と HRP 中の SH 基をチオールエン反応で連結することで、ロタキサ



ン修飾 HRPを得た。合成の確認はMALDI-TOF MS測定にて native HRPと比較して高分子量側
に分子量のピークトップがシフトしたことから確認した。末端をアジド化したポリ AAｍと得ら
れたロタキサン修飾 HRPのクリック反応を水中にて行った。GPC測定にて、ポリ AAm修飾後
に高分子量側へピークシフトが観測されたことからポリ AAmの修飾が確認された。 
 得られたロタキサンを介してポリ AAｍを修飾した HRPと、ロタキサンを介さずポリ AAｍを
修飾した HRP、そして native HRPの触媒活性の評価を行った。すると、native HRPとくらべて
ロタキサンを介さずポリ AAｍ修飾 HRP の触媒活性は 1/8 まで減少していたのに対し、ロタキ
サンを介してポリ AAｍを修飾した HRP は触媒活性の減少が 1/2 程度であった。これらの結果
から、ロタキサンを介した高分子修飾法は、酵素活性を保ったまま高分子を修飾する方法として
有効であることが示された。 
 
研究成果のまとめ 
ロタキサンを介して酵素へ高分子を修飾することで、従来の直接高分子を酵素へ修飾するよ
りも酵素活性を保ったまま高分子を修飾することが可能であった。また、酵素を架橋点とするゲ
ルを作成する手法は、高分子間を酵素で修飾するよりも、複数の重合基を有する酵素モノマーを
合成した後に共重合する方法の方が有効であることが示された。本研究のロタキサン作製は溶
液中のものに加えてバルク重合にても行った。これらの知見から、ロタキサンを介した環状高分
子合成や硫黄ポリマー合成へのシーズが発見された。今後、酵素のテーマに加えて、これらのテ
ーマも発展させていく。 
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 出願年

 出願年

小林裕一郎、原田
明、山口浩靖

小林裕一郎、山岸佑
輝、堀口顕義、北野
大輝、山口浩靖

同左

硫黄含有高分子材料及びその製造方法

硫黄含有化合物及び高分子材料

 産業財産権の種類、番号

 産業財産権の種類、番号

特許、特願2020-082858

 ２．発表標題

 発明者

 発明者

 産業財産権の名称

 産業財産権の名称

 権利者

 権利者

同左

第68回高分子研究発表会(神戸)（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本化学会第102春季年会

日本化学会第102春季年会

 ２．発表標題

 ２．発表標題

小林 裕一郎・山岸 佑輝・堀口顕義・北野大輝・山口浩靖

小林裕一郎

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

水素結合や配位結合を用いた超分子硫黄ポリマーの合成

超分子錯体による機能性ポリマー材料の開発と超分子硫黄ポリマーの合成

γ-シクロデキストリンとポリエチレングリコールからなる包接錯体を利用した環状高分子合成

 １．発表者名
辻佳弘・小林裕一郎・山口浩靖・原田明



〔取得〕　計0件

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考


